Тимидинкиназа 1 как потенциальный опухолеассоциированный маркер: структура, функции, активность в нормальных и опухолевых тканях by N. Sergeeva S. et al.
УС
П
ЕХ
И
 М
О
Л
ЕК
УЛ
Я
Р
Н
О
Й
 О
Н
К
О
Л
О
ГИ
И
  
/ 
 A
D
VA
N
C
ES
 I
N
 M
O
LE
C
U
LA
R
 O
N
C
O
LO
G
Y 
   
1
, 
2
0
1
7
17ТОМ 4 / VOL. 4  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ
Введение
Одним из новых классов опухолеассоциированных 
маркеров являются так называемые метаболические 
маркеры, т. е. ферменты, обеспечивающие формиро-
вание или поддержание опухолевого фенотипа клеток. 
Выделение их в отдельный класс обусловлено тем, 
что сначала была изучена их функция, а далее полу-
чены антитела для их идентификации. Это отличает 
их от «классических» сывороточных опухолеассоции-
рованных маркеров (углеводного антигена (СА-125), 
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В обзоре представлены данные о роли тимидинкиназы (ТК) в обеспечении репликации ДНК de novo и посредством запасного (salvage) 
пути в норме, а также при активации запасного пути при канцерогенезе. Описаны структура цитоплазматической ТК (ТК-1), 
называемой также фетальной, регуляция ее уровня и активности в клетках и их изменения на протяжении клеточного цикла. 
С учетом данных об отсутствии ТК-1 в покоящихся (G
0
) клетках она позиционируется в литературе как маркер пролиферирую-
щих клеток, активность которого регистрируется, начиная с поздней G
1
-фазы и достигая максимума в S-фазе, сохраняется 
в G
2
-фазе и митозе, быстро снижается до неопределяемых значений в ранней G
1
-фазе.
Систематизированы данные об экспрессии ТК-1 (в сопоставлении с Ki-67 и PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) в опухолевых 
тканях (при колоректальном раке, раке молочной железы, шейки матки, легкого, почки, предстательной железы, яичников), 
а также при некоторых доброкачественных и предопухолевых патологических процессах в сопоставлении с их клинико-диагно-
стическими характеристиками. Представленные данные свидетельствуют о том, что исследования индекса пролиферации 
по ТК-1 (с антителами к домену XPA-210) целесообразно использовать наряду с Ki-67 и PCNA для более полной оценки пролифе-
ративного статуса злокачественных новообразований, а также предраковых и доброкачественных состояний в целях прогнози-
рования течения опухолевого процесса и планирования тактики лечения.
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In the review the role of the thymidine kinase (TK) to ensure the replication of DNA de novo and spare (salvage the) way in health and activate 
alternate ways in carcinogenesis is described. The structure of cytoplasmic TK (TК-1), also called fetal, and the level of regulation of its activ-
ity in the cells and their change during the cell cycle is described. Considering the data about the absence of TK-1 in resting (G
0
) cells, TK-1 
is positioned as a marker of proliferating cells, which activity is recorded from late G
1
 phase, peaking in S-phase, it is stored in the G
2
 and mi-
tosis, quickly decreasing to undetectable levels in the early G
1
 phase.
Data on the expression TK-1 (as compared with Ki-67 and PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) in tumor tissues (colorectal, breast, 
cervical, lung, renal, prostate and ovarian cancer), as well as some benign and precancerous pathological processes in relation to the clinical 
and diagnostic features of these processes are systemized. These data suggest that the proliferative index studies on TK-1 (antibody to the do-
main HRA-210) should be used together with Ki-67 and PCNA, for a more complete assessment of the proliferative status of malignant tumors 
and pre-cancerous and benign conditions, with the aim of prognosis of the tumor process and treatment planning.
Key words: thymidine kinase 1 (TK-1), Ki-67, PCNA, cell cycle, carcinogenesis
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простатического специфического антигена (ПСА), 
карбогидратного антигена (СА-19-9) и др.), которые 
были идентифицированы иммунологическими метода-
ми, а в дальнейшем начато исследование их функций.
Один из таких метаболических опухолеассоции-
рованных маркеров, перспективных для клинического 
использования, – тимидинкиназа (ТК).
Структура и функции тимидинкиназы 1
Поддержание баланса дезоксирибонуклеотидов 
(ДРН) в клетках эукариот – необходимое условие 
для репликации и репарации ДНК. Синтез ДРН 
осуществляется 2 путями: de novo и альтернативным 
(запасным, salvage) [1, 2]. При подготовке к делению 
в клетке de novo начинается синтез ДРН из рибо-
нуклеотидов с участием ферментов рибонуклеотид-
редуктазного комплекса [1, 3]. В интенсивно деля-
щихся клетках в условиях энергетического дефицита 
активируются и реакции запасного пути синтеза с ис-
пользованием продуктов катаболизма нуклеиновых 
кислот (реутилизация) [1]. В запасном пути первый 
этап фосфорилирования дезоксирибонуклеози-
дов катализируют дезоксирибонуклеозидкиназы [4] 
с различной субстратной специфичностью: 2 цито-
зольных – тимидинкиназа-1 (ТК-1) и дезоксицити-
динкиназа; и 2 митохондриальных – тимидинкиназа-2 
(ТК-2) и дезоксигуанозинкиназа [2]. ТК-1 отличают 
узкая специфичность и регуляция синтеза на уровне 
транскрипции по механизму индукции и репрессии 
в разных фазах клеточного цикла [1, 5–7]. Основная 
функция ТК-1 – фосфорилирование тимидинсодер-
жащего нуклеозида до дезокситимидинмонофосфата, 
который в дальнейшем фосфорилируется до дезокси-
тимидинтрифосфата, непосредственно участвующего 
в репликации ДНК [1, 8]. Тимидиловые нуклеотиды 
специфичны для ДНК, поэтому детекция субстратов, 
продуктов, а также ферментов в реакциях с их участием 
является ключевой для обнаружения делящихся кле-
ток. Эксперименты, демонстрирующие проникнове-
ние меченого дезокситимидина (H3-Тdh) в делящиеся 
клетки, его дальнейшее фосфорилирование с последу-
ющим включением в ДНК, стали одним из важнейших 
открытий в области клеточной биологии и обеспечили 
возможность для идентификации делящихся клеток 
и детекции различных фаз клеточного цикла [9, 10]. 
С другой стороны, эти эксперименты стали одними 
из первых по изучению ТК-1 [11–13].
Включение дезокситимидина в метаболизм ДНК 
описано P. Reichard и B. Estborn еще в 1951 г., реакция 
фосфорилирования дезокситимидина – A. Kornberg, 
I. R. Lehman и E. S. Simms в 1956 г. [9, 10]. В 1958–1960 гг. 
было доказано, что именно ТК катализирует данную ре-
акцию, и данный фермент был выделен в чистом виде 
[14–16]. В начале 60-х годов прошлого века изоформы ТК 
обнаружены у разных видов прокариот и эукариот, а так-
же у некоторых вирусов [17–20]. Изоформы ТК клеток 
эукариот сегодня категоризируют как цитоплазматиче-
скую (фетальную) форму ТК (ТК-1) [5, 16, 21] и митохон-
дриальную ТК (ТК «взрослых», или ТК-2), экспрессия 
которой не зависит от клеточного цикла [22, 23].
В середине 70-х годов прошлого века установле-
на локализация гена ТК-1 в хромосоме 17 в области 
q21–22, рядом с локусом галактокиназы [24], а позд-
нее локализация была уточнена – 17q25.2–25.3 [25]. 
В 1980-х гг. прошлого века обнаружено, что наслед-
ственная недостаточность галактокиназы сопрово-
ждается и недостаточностью ТК-1 [26]. Ген ТК-1 был 
клонирован [27], и установлена частота его полимор-
физмов [28]. В 1986 г. B. Dutrillaux и M. Muleris пока-
зали, что при хромосомном дисбалансе увеличивается 
синтез нуклеотидов по запасному пути, что наблюда-
ется при канцерогенезе [29].
Структура ТК-1 полностью расшифрована. Белок 
ТК-1 человека имеет молекулярную массу 25,4 кДа 
и состоит из 234 аминокислотных остатков [2, 30]. 
В неактивной форме ТК-1 присутствует в тканях в виде 
димера с молекулярной массой ~ 50 кДа. При актива-
ции формируется гомотетрамер с молекулярной массой 
~ 100 кДа (см. рисунок) [30–32].
Рекомбинантная форма ТК-1 не способна форми-
ровать тетрамер, что подтверждает важность ряда пост-
трансляционных модификаций этого фермента [2, 33, 
34]. Каждая субъединица гомотетрамера ТК-1 состоит 
из 2 доменов: α / β-домена и цинксодержащего домена. 
Активный центр фермента находится между 2 этими 
доменами. По своему строению α / β-домен сходен 
с аденозинтрифосфатсвязывающим доменом фермен-
тов семейства RecA-F
1
ATPase, которое включает не-
сколько геликаз и «ДНК-восстанавливающих» белков, 
участвующих в репарации и поддержании стабильной 
структуры ДНК бактерий. Небольшой цинксодержа-
щий домен ТК-1 состоит из 70–80 аминокислот и фор-
мирует длинную лассообразную петлю (аминокислоты 
Gly
167
–Lys
180
), которая отвечает за связь с тимидином. 
Домен XPA-161 в данной петле консервативен у разных 
видов млекопитающих [35–37]. Пептид Аla
161
–Ser
183
, 
Пространственное изображение тимидинкиназы 1 человека. Субъеди-
ницы А–D в тетрамере окрашены оранжевым, голубым, желтым и зе-
леным цветами (адаптировано из [32])
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содержащий домен XPA-161, был синтезирован и ис-
пользован в целях получения поли- и моноклональных 
антител к ТК-1 (anti-XPA-161) в ходе создания наборов 
для иммунохимической детекции фермента [38]. Так-
же для получения поли- и моноклональных антител 
(anti-XPA-210) использовали пептид Gly
195
–Gln
225
, со-
ответствующий домену XPA-210, который представляет 
собой С-концевой пептид ТК-1. Его аминокислотная 
последовательность оказалась также видоспецифичной 
[39]. Таким образом, для идентификации клеток в позд-
ней G
1
- и S-фазах цикла, содержащих повышенные 
уровни ТК-1, используются оба этих типа анти-ТК-1- 
антител, строго специфичных для ТК-1 человека [39].
Позднее было показано, что основная доля цир-
кулирующей в крови ТК-1 представлена формой 
с молекулярной массой 730 кДа. Это связано с обра-
зованием в сыворотке крови комплекса фермента 
с белками, что в конечном итоге повышает его ста-
бильность [30, 31].
Регуляция уровня и активности тимидинкиназы 1 
в клетке
Исторически ТК-1 относят к группе S-специ-
фических ферментов, активность которых повышается 
(в 10–20 раз) при вступлении клетки в S-фазу, а после 
ее завершения активность снижается. Изменение ак-
тивности обеспечивается 2 регуляторными механизма-
ми, один из которых отвечает за повышение фермен-
тативной активности на протяжении S-фазы, другой 
обеспечивает down-регуляцию после ее завершения [7].
В 1974 г. установлено, что периодическое повыше-
ние и снижение активности фермента в клетках (линия 
КВ) совпадает с началом и окончанием репликации 
ДНК [5]. Авторами было показано, что скорость син-
теза ТК-1 определяется интенсивностью транскрип-
ции кодирующей фермент матричной РНК (мРНК), 
которая снижается при завершении репликации ДНК 
[5]. В этой же публикации было уточнено, что завер-
шение синтеза ТК-1 по времени более точно совпада-
ет не с завершением S-фазы, а с началом митоза, т. е. 
с окончанием G
2
-фазы [5].
В 1987 г. D. L. Coppock и А. В. Pardee на клеточной 
культуре 3T3 in vitro подтвердили, что повышение ак-
тивности ТК-1 в клетке связано с увеличением уровня 
ее мРНК [40]. Авторами установлено, что при перехо-
де клетки из G
1
-фазы в S-фазу возрастают не только 
интенсивность транскрипции гена ТК1 (в 2–4 раза) 
и уровни мРНК ТК-1 (более чем в 20 раз), но и время 
полураспада ТК-1 (с 8 до 12 ч) [40].
В 1988 г. J. L. Sherley и T. J. Kelly, используя син-
хронизированные культуры HeLa-клеток, выявили 
корреляцию количества белка ТК-1 с его активно-
стью на протяжении всех стадий клеточного цикла 
[7]. При переходе из G
1
-фазы в S-фазу возрастали 
уровень мРНК (~ в 3 раза) и скорость синтеза ТК-1 
(~ в 10 раз) и, соответственно, концентрация и актив-
ность ТК-1 в клетках быстро увеличивались (~ в 15 
раз) в начале S-фазы, достигая своих максимальных 
уровней в G
2
-фазе. Это позволило авторам сделать 
вывод о том, что активное накопление ТК-1 в клетке 
на протяжении S-фазы обусловлено в большей степени 
активацией трансляции с мРНК.
В 2009 г. было подтверждено, что возрастание 
уровня ТК-1 происходит уже в поздней G
1
-фазе кле-
точного цикла, достигая пика в ранней S-фазе [39], 
опережая как увеличение уровня Ki-67 (маркера кле-
точной пролиферации) [41], так и включение BrdU 
(маркера S-фазы клеточного цикла) в цепь ДНК [39]. 
Таким образом, установлено, что ТК-1 является уни-
кальным маркером клеток, которые прошли точку 
рестрикции в G
1
-фазе, т. е. надежным маркером про-
лиферации [39].
Снижение уровня ТК-1 наряду с плавным умень-
шением количества мРНК ТК-1 начинается в конце 
G
2
-фазы и продолжается в течение митоза, что обу-
словлено как специфическим разрушением белка, так 
и снижением скорости его синтеза [7, 42]. При этом 
уменьшение активности и количества ТК-1 не пред-
шествует снижению уровня ее мРНК и не превосходит 
его по степени [42].
Время полураспада белка ТК-1 на протяжении зна-
чительной части жизненного цикла клетки остается 
постоянным, составляя около 40 ч. Однако непосред-
ственно после завершения митоза (в ранней G
1
-фазе) 
за короткий интервал времени стабильность белка рез-
ко снижалась (время полураспада < 1 ч), что обеспечи-
вало быстрое освобождение дочерних клеток от этого 
фермента [7].
В 1991 г. М. G. Kauffman и T. J. Kelly выявили, 
что внутриклеточная деградация фермента начинает-
ся со связывания убиквитина с С-концевым фрагмен-
том фермента (KEN) и завершается в протеасомах [43]. 
С-концевая делеция участка из 40 аминокислот или 
присоединение бета-галактозидазы к карбоксильному 
концу ТК-1 стабилизировало белок на протяжении все-
го клеточного цикла без изменения специфической 
ферментной активности [43, 44].
Механизм строгого контроля активности ТК-1 
в клетке подчеркивает значимость этого фермента 
в регуляции внутриклеточного уровня дезокситими-
динтрифосфата. В частности, показано, что нарушение 
протеолиза ТК-1 ассоциировано с повышением часто-
ты генных мутаций в клетках [45, 46]. В экспериментах 
V. N. Dobrovolsky и соавт. в 2003 г. показано, что нокаут 
гена ТК-1 у мышей приводит к развитию почечной 
недостаточности и угнетению иммунной системы, 
и как следствие, к резкому уменьшению продолжи-
тельности жизни животных [47].
Многочисленные исследования подтверждают от-
сутствие ТК-1 в непролиферирующих (покоящихся) 
клетках [5–7, 40, 48].
Совокупность представленных данных позволяет 
считать ТК-1 важным биологическим маркером кле-
точной пролиферации.
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Экспрессия тимидинкиназы 1 в опухолевых тканях
В 2002 г. в корпорации SSTK Inc (Шэньчжэнь, Ки-
тай) были синтезированы поли- и моноклональные ан-
титела к ТК-1. Эта разработка завершилась созданием 
высокочувствительных серологических и иммуноги-
стохимических тестов для определения уровня ТК-1 
в биологических жидкостях и уровня экспрессии ТК-1 
в клетках [37, 49, 50].
С учетом того, что ТК-1 проявляет себя как мар-
кер клеточной пролиферации и практически не об-
наруживается в неделящихся клетках, исследования 
по изучению степени ее экспрессии нашли свое при-
менение в области онкологии [53–66]. В этих работах 
была сопоставлена экспрессия ТК-1 и 2 других широ-
ко используемых маркеров клеточной пролиферации 
(Ki-67 и PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) [41] 
при ряде солидных злокачественных новообразований 
(колоректальном раке, раке почки, яичников, шейки 
матки, предстательной и молочной желез), некоторых 
доброкачественных опухолях и предраковых состояни-
ях, а также в нормальных тканях [53–66].
При иммуногистохимических исследованиях в опу-
холевых тканях этот фермент в ряде случаев обнаружи-
вался не только в цитоплазме клеток, но и в их ядре, 
что, по мнению авторов, связано с перераспределением 
избытка ТК-1 между ядром и цитоплазмой в активно 
пролиферирующих опухолевых клетках и являлось не-
благоприятным прогностическим признаком течения 
опухолевого процесса [53–55].
При раке молочной железы ТК-1 выявлялась глав-
ным образом в цитоплазме клеток и только в отдельных 
случаях в ядре [49, 51–53]. Пролиферативный индекс 
данного маркера в опухолевой ткани (доля ТК-1-поло-
жительных клеток) превышал значение индекса про-
лиферации, измеренного по Ki-67 [52, 53] или PCNA 
[51], и коррелировал со стадией заболевания и степенью 
злокачественности опухолевых клеток [50–52]. Степень 
экспрессии ТК-1 возрастала в ряду: простая протоко-
вая гиперплазия < протоковая гиперплазия с атипией 
< протоковый рак in situ < инвазивный протоковый рак 
[53]. Доля положительных по ТК-1 клеток при простой 
протоковой гиперплазии молочной железы (без атипии) 
не превышала 5 %, в то время как в отдельных случаях 
рака молочной железы достигала 80–90 % [53]. В одном 
из приведенных выше исследований показано наличие 
выраженной корреляции Ki-67 с ТК-1 при опухолях 
молочной железы [53]. В другом отмечено, что нако-
пление ТК-1 в опухолевых клетках более характерно 
для распространенных опухолевых процессов и высо-
кой степени злокачественности опухолевых клеток, 
а Ki-67 – для более ранних стадий опухолевого про-
цесса и низких степеней злокачественности опухолевых 
клеток [52]. Поэтому авторы считают, что сочетанное 
исследование Ki-67 и ТК-1 при раке молочной железы 
позволяет более глубоко и адекватно охарактеризовать 
пролиферативный статус опухоли и спрогнозировать 
течение опухолевого процесса [52].
При цервикальной интраэпителиальной неоплазии 
и инвазивном раке шейки матки ТК-1 обнаружива-
лась как в цитоплазме, так и в ядре клеток [54]. Про-
лиферативный индекс, оцененный по ТК-1 в обеих 
группах, оказался выше, чем по Ki-67. При этом оба 
этих показателя коррелировали со стадией опухолево-
го процесса. Степень экспрессии ТК-1 в ядре клеток 
служила важным прогностическим признаком течения 
заболевания как при раке in situ, так и при инвазивных 
формах рака шейки матки, а при распространенных 
формах позволяла идентифицировать больных с бла-
гоприятным прогнозом [54].
При раке яичников накопление ТК-1 отмечалось 
в цитоплазме опухолевых клеток. Пролифератив-
ный индекс по этому маркеру был несколько ниже, 
чем по Ki-67. Экспрессия ТК-1, как и Кi-67, корре-
лировала со стадией, степенью злокачественности, 
размером опухоли, временем безрецидивного течения 
и 10-летней выживаемостью пациентов. При распро-
страненных стадиях опухолевого процесса низкая экс-
прессия ТК-1 была ассоциирована с лучшими показа-
телями выживаемости больных [49, 55].
Пролиферативный индекс, оцененный по ТК-1 
при аденокарциномах легкого, оказался почти в 2 раза 
выше, чем индекс, оцененный по Ki-67 (68 % против 
36 %), а при плоскоклеточном раке легкого они зна-
чимо не различались, превышая у большинства боль-
ных 50 %. Высокая степень экспрессии ТК-1 (индекс 
пролиферации > 25 %) при аденокарциномах корре-
лировала не только с наличием лимфо- / гематогенной 
диссеминации, но и с высокой степенью стромальной 
инвазии и большими размерами первичного опухо-
левого узла, а также со стадией опухолевого процес-
са [56–58] и была сопряжена с низкой вероятностью 
5-летней выживаемости больных [57, 58].
Экспрессия ТК-1 и PCNA при колоректальном 
раке не различалась. Пролиферативный индекс, оце-
ненный по обоим маркерам, коррелировал со стадией 
заболевания, а по ТК-1 и со степенью злокачествен-
ности опухолевых клеток [59]. Степень экспрессии 
как ТК-1, так и PCNA при аденомах кишки была ниже, 
чем при колоректальном раке [59]. При аденоматозных 
полипах более 2 см с широким основанием степень 
экспрессии ТК-1 оказалась выше, чем при полипах 
на «тонкой» ножке. В нормальном эпителии толстой 
кишки уровень экспрессии ТК-1 не превосходил не-
скольких процентов [49, 59, 60].
Экспрессия ТК-1 при раке почки зависела от ги-
стологического типа опухоли [49, 61–63]. Так, при свет-
локлеточном раке почки G. Gakis и соавт. [59] отме-
чали наличие высокой доли интенсивно окрашенных 
антителами к ХРА-210 опухолевых клеток, причем 
в ядрах экспрессия ХРА-210 была выше, чем в цито-
плазме. В отличие от результатов, описанных для но-
вообразований других локализаций, между разме-
ром опухоли и экспрессией ХРА-210 при раке почки 
выявлена обратная корреляция: пролиферативный 
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индекс маркера был выше при размерах опухоли < 7 см 
по сравнению с более крупными опухолями. Авторы 
объясняют это ухудшением трофики больших по раз-
меру опухолей [49, 61]. Опухолевые клетки из «не-
костных» метастазов светлоклеточного рака почки 
отличались высокой ядерной экспрессией ХРА-210, 
а в клетках костных метастазов экспрессия данного 
антигена не обнаруживалась [61]. S. Kruck и соавт. 
выявили высокую экспрессию ХРА-210 при светло-
клеточном и папиллярном типах почечно-клеточного 
рака; экспрессия маркера при хромофобном раке по-
чки не отличалась от таковой в здоровой ткани почки. 
Установлена корреляция степени экспрессии ХРА-210 
со стадией процесса, а также со степенью злокачест-
венности опухолевой ткани почечно-клеточного рака 
[62]. P. Luo и соавт. установили, что содержание ТК-1 
в опухолевых клетках почки ниже, чем в нормальных 
клетках почечных канальцев, и выше, чем в клетках 
гломерулярного аппарата и промежуточной соедини-
тельной ткани здоровой почки [63].
При раке мочевого пузыря ТК-1 обнаруживалась 
главным образом в цитоплазме клеток. Степень экс-
прессии маркера при инвазивном раке мочевого пу-
зыря была во много раз выше, чем в здоровой ткани. 
В норме экспрессия ТК-1 выявлена в основном в клет-
ках базального слоя уротелия мочевого пузыря [64].
В здоровой ткани предстательной железы и в участ-
ках доброкачественной гиперплазии экспрессия ТК-1 
не определялась [65]. При интраэпителиальной нео-
плазии отмечался сравнительно невысокий уровень 
экспрессии ТК-1 (индекс пролиферации ~ 17 %), 
а у больных раком предстательной железы пролифе-
ративный индекс по данному маркеру составлял в сред-
нем около 57 %, что несколько превышало значение, 
установленное по Кi-67 (~ 47 %) [65]. При исследова-
нии экспрессии ХРА-210 установлено, что интенсив-
ность окрашивания клеток коррелировала со стадией 
опухолевого процесса и оценкой злокачественности 
по шкале Глисона. Кроме того, высокий уровень экс-
прессии ХРА-210 коррелировал с коротким временем 
как до развития биохимического рецидива заболева-
ния, так и до визуализации метастазов [66].
Заключение
Таким образом, в соответствии с результатами ряда 
исследований ТК-1 позиционируется как маркер про-
лиферирующих клеток, степень экспрессии которого 
коррелирует со стадией процесса и морфологической 
злокачественностью опухолевой ткани. Исследования 
индекса пролиферации по ТК-1 (с антителами к до-
мену ХРА-210) целесообразно использовать наряду 
с Ki-67 и PCNA для более полной оценки пролифе-
ративного статуса злокачественных новообразований, 
а также предраковых и доброкачественных состояний 
в целях прогнозирования течения опухолевого процес-
са и планирования тактики лечения.
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